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RESUMO 
As doenças metabólicas crônicas são um resultado comum do estilo de vida ocidental 
moderno, como mostrado pela atual prevalência de obesidade, resistência à insulina e 
síndrome metabólica (SM), que se correlaciona com o aumento do consumo de frutose e 
pode levar a doenças cardiovasculares. Hipotetizamos que a ingestão crônica de 
elevadas concentrações de frutose mimetiza os estágios iniciais da doença 
cardiometabólica como a SM, levando a alterações vasculares iniciais. Métodos: Ratos 
wistar foram separados em dois grupos: (FRU) frutose 10% em água de beber por 6 
semanas e (CON) controle sem frutose. A pressão arterial foi avaliada por 
pletismografia de cauda. Realizou-se avaliação da glicemia de jejum e teste de 
tolerância à glicose e a insulina utilizando um glicosímetro. A reatividade dos leitos 
vasculares mesentéricos foi testada em um sistema de perfusão. Realizou-se a análise da 
expressão de iNOS, eNOS, Nox2 e COX-2 por Western Blot. A coloração com 
dihidroetídeo (DHE) foi utilizada para a detecção vascular de ânion superóxido (O2
-
). A 
microscopia eletrônica de varredura forneceu a observação ultraestrutural dos vasos. 
Resultados: A pressão arterial não foi alterada. FRU mostrou aumento da deposição de 
gordura visceral e peso do fígado, bem como aumento da glicose de jejum e tolerância 
prejudicada à insulina e a glicose. A frutose aumentou a vasoconstrição induzida por 
noradrenalina (NOR), que foi abolida tanto pela indometacina como pela remoção do 
endotélio. O relaxamento induzido por acetilcolina (ACh) foi preservado, e o L-NAME 
promoveu redução significativa da resposta no grupo FRU. O relaxamento induzido por 
nitroprussiato de sódio (NPS) não foi alterado. No grupo FRU a expressão protéica de 
iNOS foi maior e não houve alterações de eNOS, Nox2 e COX-2. DHE não mostrou 
diferenças. As imagens de microscopia eletrônica de varredura mostraram uma ligeira 
desordem na superfície da camada endotelial que são sugestivas de desarranjo da 
camada íntima com mudança da forma e disposição das células endoteliais. 
Conclusões: A ingestão elevada de frutose leva a um distúrbio metabólico e promove 
aumento da vasoconstrição induzida pela NOR por meio da via das prostaglandinas 
endoteliais, bem como aumento do relaxamento mediado pelo NO associado ao 
aumento da iNOS.  
 
Palavras-chave: Frutose, Doença cardiometabólica, Síndrome metabólica, Disfunção 
vascular, Disfunção endotelial, Prostanóides, Mesentério 
  
 
 
 
ABSTRACT  
 
Chronic metabolic diseases are a common outcome of modern western lifestyle, as 
shown by the current prevalence of as obesity, insulin resistance and metabolic 
syndrome (MS), which correlates with increased fructose consumption and can leads to 
cardiovascular diseases.  We hypothesize that high intake of chronic fructose mimics 
the early stages of cardiometabolic disease like to the MS, leading to initial vascular 
alterations. Methods: Wistar rats was separated in tow groups: (FRU) fructose 10% in 
drink water for 6 weeks and (CON) without fructose. Blood pressure was evaluated by 
tail plethysmography. Fasting glucose, insulin and glucose tolerance test was made 
using a strip-based glucometer. Mesenteric vascular beds reactivity was tested in a 
perfused system. Western blot analysis of iNOS, eNOS, Nox2 and COX-2 was 
performed. DHE stain was used to vascular O2
-
 detection. Scanning electron microscopy 
provided ultrastructural vessel observation. Results: Blood pressure was no altered. 
FRU shown increased visceral fat deposition and liver weight as well as increased 
fasting glucose and impaired insulin and glucose tolerance. Fructose increased NE-
induced vasoconstriction which was abolished by both indomethacin and endothelium 
removal. ACh-induced relaxation was preserved, and L-NAME promoted a significant 
reduction in response in the FRU group. The SNP-induced relaxation was not altered. 
Protein expression of iNOS was increased, however, there was no changes in the eNOS, 
Nox2 and COX-2. DHE shown no differences. Additionally, the scanning electron 
microscopy images showed a slight disarray in the endothelium layer surface that are 
suggestive of derangement of the intima layer with a change in the shape and 
arrangement of the endothelial cells. Conclusions: High fructose intake for 6 weeks 
leads to metabolic disturbance and promotes increased NOR-induced vasoconstriction 
through endothelial prostaglandins pathway as well as increased the NO-mediated 
relaxation associated with iNOS increase.  
 
Keywords: Fructose, Cardiometabolic disease, Metabolic syndrome, Vascular 
dysfunction, endothelial dysfunction, Prostanoids, Mesentery. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
As doenças metabólicas crônicas são um resultado comum do estilo de vida ocidental 
moderno, como observado pela atual prevalência de distúrbios metabólicos como a 
obesidade, resistência à insulina (RI) e doenças complexas como a síndrome metabólica 
(SM), que pode levar a doenças cardiovasculares (DCV) (Egger & Dixon, 2014).  
A síndrome metabólica (SM) é uma doença caracterizada pela coocorrência de 
múltiplos fatores de risco cardiometabólico. Apesar de existirem critérios divergentes 
para a identificação da SM, os mais amplamente aceitos referem-se à existência de 
obesidade, resistência à insulina / hiperglicemia, dislipidemia e hipertensão (Huang, 
2009; MacLeod & McNeill, 2014). O quadro 1 resume quatro das definições de SM 
mais comumente utilizadas segundo a National Centers for Environmental Prediction 
(NCEP), Organização Mundial da Saúde (OMS), European Group for the Study of 
Insulin Resistance (EGIR) e International Diabetes Federation (IDF). A alta prevalência 
da SM tem implicações importantes para a saúde pública, pois contribui com o aumento 
dos riscos de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenças coronarianas 
e o consequente aumento da mortalidade atribuída a estas doenças (Cheng et al., 2014). 
Por essa razão, a SM tornou-se um tema de intensa investigação e debate no ambiente 
científico (Johnson et al., 2009; Stanhope & Havel, 2009; White, 2009).  Nesse sentido, 
o aumento da prevalência de fatores de risco para a SM tem sido correlacionado com o 
aumento do consumo de frutose (Bray et al., 2004; Havel, 2005; White, 2009), que será 
destacado nesse estudo, uma vez que foi objeto de nossa investigação.  
Nas últimas décadas, houve um aumento importante e progressivo no uso de frutose em 
bebidas açucaradas e alimentos processados (Bray et al., 2004; Marriott et al. 2009; 
Walker et al., 2014). O xarope de milho rico em frutose (HFCS - do inglês High-
fructose corn syrup) é o adoçante calórico mais comum usado pela indústria de bebidas 
(Bray, 2008) e tem contribuído significativamente para o aumento do consumo de 
frutose. A frutose é um açúcar metabolizado no fígado, levando ao aumento da 
lipogênese hepática e ao desenvolvimento de dislipidemia e RI (Bray, 2007; Stanhope, 
2016). O consumo humano de bebidas adoçadas com açúcar tem sido associado ao 
ganho de peso e ao risco de sobrepeso e obesidade, bem como ao desenvolvimento de 
SM e diabetes melittus tipo (DM2) (Malik et al., 2013). 
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Quadro 1. Definições de Síndrome Metabólica. Adaptado de Huang et al, (2009).  
*Pode ser evidenciada pelo aumento de glicose em jejum, pela intolerância à glicose ou pelo próprio diagnóstico de DM2.  
£ Valor de insulina em jejum superior ao percentil 75 entre indivíduos não diabéticos.  
¥ PC -  Perímetro da Cintura. Critérios específicos para cada população; os valores representados dizem respeito à população 
Europeia  
θ O valor original era 110; em 2003 a American Diabetes Association mudou o critério de hiperglicemia para 100.   
Ψ Excreção urinária de albumina ≥ 20μg/min ou razão albumina/creatina ≥ 30 mg/g.  
TF - Tratamento farmacológico. M – Sexo masculino; F – Sexo feminino.  
 
Da mesma forma que os dados epidemiológicos sobre o impacto da ingestão de frutose 
elevada na saúde humana, os modelos animais de sobrecarga crônica de frutose 
mostraram desenvolvimento de resistência à insulina, obesidade, pressão arterial 
elevada, síndrome metabólica e DM2, dependente da dose e do tempo (Abdulla et al., 
2011; Lírio et al., 2016). Evidenciando que o elevado consumo de frutose está associado 
com o desenvolvimento da SM (Tappy & Le, 2010; Tran et al., 2009; Tran et al., 2014). 
A ampla gama de tempo e a dose utilizada nestes estudos levam a achados distintos 
observados nos relatos científicos, evidenciando as etapas progressivas do 
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desenvolvimento do estado dismetabólico e da doença cardiometabólica (Lehnen et al., 
2013), com alterações cardiovasculares que podem levar à hipertensão. 
Em relação a ação da frutose e à função dos vasos, vários estudos relataram disfunção 
vascular induzida por este açúcar. Mahmoud et al. (2012) e El-Bassossy et al. (2014) 
mostraram que o tratamento crônico leva ao aumento da vasoconstrição induzida pela 
fenilefrina, bem como prejuízos no relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh) em 
anéis de aorta. Kho et al. (2014) em anéis de artérias carótidas e Shaligram et al. (2015) 
em artérias mesentéricas também mostraram respostas vasculares reduzidas à ACh. Por 
outro lado, Almenara et al. (2015) demonstraram disfunção vascular em anéis aórticos 
de ratos com incubação aguda com frutose, bem como sobre a ativação de NADPH 
oxidase (NOX), a maior fonte vascular de espécies reativas de oxigênio (EROs) como 
ânion superóxido (O2
-
) que pode prejudicar a função vascular . Da mesma forma, 
Mahmoud et al. (2014) encontraram aumento da vasoconstrição, mas não no 
relaxamento, pela incubação de frutose em anéis aórticos. Além disso, alterações 
estruturais vasculares também foram relatadas na espessura da camada média e 
deposição de colágeno na matriz extracelular de aorta de ratos (El-Bassossy et al., 
2014).  
Diferente da sobrecarga crônica de frutose em longo prazo Navarro-Cid et al. (1995) 
não encontraram qualquer alteração na função vascular mesentérica de ratos após 4 
semanas de tratamento. No entanto, é incerto o momento exato do início das alterações 
vasculares (Madero et al., 2011). Tornando-se de suma importância, verificar nesse 
modelo de sobrecarga crônica de frutose quando ocorre a disfunção vascular, em 
especial em vasos de resistência, que é um passo inicial do desenvolvimento da 
hipertensão induzida pela frutose. Neste sentido, o leito vascular mesentérico (LVM) 
tem uma contribuição importante para a resistência vascular periférica (Yousif, 2008). 
Assim, o estudo de reatividade do LVM fornece informações valiosas sobre o controle 
vascular da pressão sanguínea. 
Apesar de muitos efeitos negativos relacionados ao alto consumo de frutose, 
demonstrados em modelos humanos e animais, os mecanismos iniciais pelos quais 
ocorrem as alterações cardiovasculares ainda não foram bem compreendidos, em 
especial no LVM. Dessa forma, hipotetizamos que a sobrecarga crônica de frutose, por 
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um curto prazo, mimetiza os estágios iniciais de SM levando a alterações vasculares 
iniciais.  
 
1.1 ENDOTÉLIO VASCULAR E DISFUNÇÃO ENDOTELIAL  
 
A participação do endotélio na dilatação vascular foi demonstrada a partir de 
experimentos utilizando a acetilcolina (ACh) na década de 80 (Furchgot & Zawadski, 
1980). Antes disso, o endotélio vascular era considerado apenas uma barreira passiva 
sem funções fisiológicas vasculares específicas. A partir daí foram realizados muitos 
estudos nessa área e atualmente são descritas diversas funções para o endotélio, dentre 
elas destacam-se: a regulação da dilatação e da contração vascular seja em resposta a 
alterações do fluxo sanguíneo ou a agentes vasoativos, a manutenção da estrutura da 
parede vascular, o controle do tráfego de pequenas e grandes moléculas, a contribuição 
na formação do coágulo e a promoção do crescimento de novos vasos sanguíneos 
(Carvalho et al., 2001; Félétou & Vanhoutte, 2006;  Félétou & Vanhoutte, 2009, 
Vanhoutte et al., 2017). 
As células endoteliais vasculares participam na homeostase do sistema cardiovascular 
controlando a camada muscular subjacente por liberação de fatores vasodilatadores e 
vasoconstrictores. Dentre as substâncias vasoconstrictoras e agregadoras plaquetárias 
derivadas do endotélio podemos destacar as endotelinas, os endoperóxidos 
(prostaglandina H2 e tromboxano A2 - TXA2), leucotrienos, angiotensina II (AngII) e 
espécies reativas de oxigênio (EROs) e entre as principais substâncias vasodilatadoras e 
antiplaquetárias estão o óxido nítrico (NO) produzido pela enzima óxido nítrico sintase 
(NOS), fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF) produzidos por 
diferentes fontes, prostaciclina (PGI2) produzida pela enzima ciclooxigenase (COX), 
outras prostaglandinas e bradicinina. Esses fatores vão atuar regulando o tônus vascular 
basal e a resposta vasomotora a diferentes estímulos. (Furchgott & Vanhoutte, 1989; De 
Oliveira et l., 1998; Vasconcelos et al., 2007; Vanhoutte et al., 2017). 
Conforme mostrado na figura 1 o endotélio íntegro (condições normais) é essencial para 
manutenção do tônus vascular, da estrutura dos vasos, do fluxo sanguíneo, da perfusão 
tissular e proteção contra espasmo, trombose e aterogênese e atua por meio do equilíbrio 
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entre forças vasoconstrictoras e vasodilatadoras. Condições que promovem o aumento 
do estresse oxidativo, hiperlipidemia, diabetes, hipertensão e inflamação levam à 
disfunção endotelial (Melo et al., 2004; Vanhoutte et al., 2017). 
O termo disfunção endotelial refere-se a um desequilíbrio na produção endotelial de 
mediadores que regulam o tônus vascular, agregação plaquetária, coagulação e 
fibrinólise, sendo o tônus vascular o aspecto mais estudado. A disfunção endotelial 
também é frequentemente referida como a condição onde há piora no relaxamento 
dependente do endotélio por síntese e/ou a bioatividade reduzida dos vasodilatadores, 
favorecendo o aumento de vasoconstrictores derivados do endotélio, processo que pode 
favorecer ao aumento das DCV (Melo et al., 2004; Félétou & Vanhoutte, 2006;   
Félétou & Vanhoutte, 2009; Vanhoutte et al., 2017). No entanto, a produção de outras 
substâncias vasoativas derivadas do endotélio, como a PGI2, EDHF, endotelina 1 (ET-
1), Ang II, TXA2, também podem estar alteradas nestas condições (Mombouli & 
Vanhoute, 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Fisiopatologia da disfunção endotelial. (A) Em condições normais e (B) Em  disfunção 
endotelial. Fonte: Adaptado de Melo et. al (2004). 
Várias condições, tais como a dislipidemia, hipertensão arterial, diabetes mellitus, 
estresse oxidativo, infarto agudo do miocárdio, deficiência de estrogênio na fase pós-
menopausa, envelhecimento estão associados com disfunção endotelial. (Melo et al., 
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2004, Caliman et al., 2013; Oliveira et al., 2014; Vanhoutte et al., 2017). As DCV mais 
comuns são acompanhadas por disfunção endotelial e devido o seu papel predominante 
na patogênese das DCV, o endotélio vascular é um alvo de estudos atraente.  
Na literatura existem vários relatos associando a sobrecarga de frutose e a disfunção 
vascular. Estudos demonstram que o tratamento crônico com frutose leva ao aumento da 
vasoconstrição induzida pela fenilefrina, bem como a prejuízos no relaxamento 
induzido pela ACh em vasos de condutância (Mahmoud et al., 2012; El-Bassossy et 
al.,2014; Shaligram et al., 2015). Entretanto são necessários mais estudos para melhor 
esclarecer os mecanismos envolvidos nessas alterações, bem como melhor compreender 
as ações da frutose sobre a reatividade dos vasos de resistência, como nos vasos 
mesentéricos. 
 
1.2 FRUTOSE 
 
1.2.1 Características Gerais e Fontes Alimentares 
 
A frutose é um importante carboidrato, foi isolada pela primeira vez em 1847 a partir da 
cana-de-açúcar (Wang & Van, 1981). Seu nome é originário da palavra latina fructus, já 
que as frutas são uma importante fonte de frutose. A frutose é um açúcar simples 
(monossacarídeo) que apresenta a fórmula química (C6H12O6) igualmente a da glicose, 
diferindo dela apenas pela presença de um grupo cetônico na posição 2 da sua cadeia 
carbonada em comparação a um grupo aldeído na posição 1 da cadeia carbonada da 
glicose. É composta por seis átomos de carbono unidos em ligações covalentes simples, 
apresentando grupamentos hidroxila, formados por hidrogênio e oxigênio e um 
grupamento carbonila, formado por ligação dupla entre o carbono e o oxigênio. A 
frutose, contendo o grupamento carbonila no final da cadeia, quando hidrolisada, 
fornece a cetona, e é denominada cetohexose enquanto que a glicose, por sua vez, 
quando hidrolisada, dá origem ao aldeído, sendo chamada de aldohexose. Em equilíbrio, 
a frutose pode ser encontrada (70%) na forma frutopiranose e (30%) na forma de 
frutofuranose (Figura 2).  
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Figura 2: Formas isoméricas da frutose. Fonte: Pontis & Fischer (1963). 
 
A frutose é encontrada de forma natural em alguns alimentos como as frutas, o mel e 
alguns vegetais (Barreiros et al., 2005), entretanto vem sendo tipicamente consumida 
como sacarose (açúcar de mesa) ou como componente do xarope de milho rico em 
frutose (HFCS - do inglês High-fructose corn syrup). A sacarose é um dissacarídeo 
composto por uma molécula de glicose e outra de frutose ligadas entre si por uma 
ligação α1-2 glicosídica (Le & Tappy, 2006) já o HFCS é um adoçante nutritivo 
produzido por meio da isomerização de parte da glicose existente no xarope de milho 
em frutose.  O HFCS vem sendo amplamente utilizado pelas indústrias em refrigerantes, 
produtos de padaria/pastelaria, frutas enlatadas, doces, geléias, compotas e lacticínios 
pela facilidade do manuseio deste adoçante líquido e por seu baixo custo, o que 
contribuiu significativamente para que seu uso aumentasse em comparação com o da 
sacarose (Hanover et al, 1993) 
Até os anos 60 a sacarose foi o adoçante quase exclusivo, a partir de então a indústria 
desenvolveu tecnologias que permitiram a extração do amido de milho e a sua 
transformação em adoçantes como o HFCS. A figura 3 mostra a evolução do consumo 
de sacarose e HFCS nos Estados Unidos da América (EUA), de acordo com o relatório 
do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA) (Tappy & Le, 2010). A maioria da 
frutose na dieta americana não provém da fruta fresca, mas sim do HFCS e da sacarose 
que se encontra nos refrigerantes e doces (Bray et al., 2004). 
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Figura 3: Evolução do consumo de xarope de milho rico em frutose (HFCS) e de sacarose nos Estados 
Unidos entre 1970 e 2006. Durante este período, não só o consumo total de açúcar, mas também a 
ingestão total de calorias e a ingestão total de gordura aumentaram significativamente. Fonte: Tappy & 
Le, 2010, USDA (http://www.ers.usda.gov). 
 
O consumo humano de frutose era entre 16 a 20 gramas/dia, em grande parte pelo 
consumo de frutas frescas (Park & Yetley, 1993; Basciano et al., 2005), entretanto, nas 
últimas décadas a ingestão de sacarose e frutose vem aumentando, acentuadamente, em 
decorrência do maior consumo de produtos industrializados pela população (Bray et al., 
2004). Essa ocidentalização da alimentação resultou em aumento significativo na 
frutose adicionada à dieta que pode atingir 60 a 100 gramas/dia e até 150 gramas/dia, se 
somada a frutose proveniente da sacarose (Park & Yetley, 1993; Basciano et al., 2005).   
Embora a ingestão de frutose não esteja bem estabelecida no Brasil, foi realizada uma 
estimativa baseada em dados estatísticos de consumo de produtos alimentares 
fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), utilizando-se 
como fonte as pesquisas sobre orçamentos familiares. Dessa forma, foi estimado um 
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consumo médio de aproximadamente 4 gramas/dia de frutose livre, originária de frutas, 
hortaliças e outros vegetais, entretanto  a quantidade de frutose advinda da sacarose é de 
aproximadamente 27,5 gramas/dia. Também analisando os dados da Pesquisa de 
Orçamentos Familiares 2008-2009, é possível destacar um aumento considerável no 
consumo de refrigerantes (400%), se comparado ao consumo na década de 70 (IBGE, 
2010). Monteiro et al. (2000) mostraram que a dieta do brasileiro vem sendo modificada 
com uma tendência de redução do consumo de alimentos naturais como frutas 
leguminosas e hortaliças e aumento do consumo alimentos industrializados, 
contribuindo assim com  o aumento no consumo de açúcares simples e, 
consequentemente, de frutose, principalmente proveniente da sacarose (Monteiro  et al., 
2000).   
Devido às características peculiares do seu metabolismo, a frutose pode induzir cada um 
dos fenômenos associados a SM como obesidade visceral, resistência a insulina, 
dislipidemia e hipertensão arterial. 
 
1.2.2 Metabolismo da Frutose 
 
Para melhor compreender a relação da frutose e a indução das características da SM é 
importante conhecer a forma como ela é metabolizada.  A maior parte do metabolismo 
da frutose ocorre no fígado (50-75%), sendo a parte restante metabolizada 
principalmente pelos rins e adipócitos (Van, 1986; Froesch, 1972). A frutose é 
absorvida no intestino (jejuno) e transportada para o interior do enterócito por meio do 
transportador específico de frutose GLUT5 (transportador de glicose 5). Contrariamente 
à glicose, o metabolismo da frutose não requer hidrólise de ATP, é independente da 
absorção de sódio e não depende da estimulação pela insulina (Corpe et al., 1999; 
Cortez-Pinto et al., 1999; Douard & Ferraris, 2008; Tapy Lee, 2010)  Após a absorção, 
a frutose é difundida, por meio dos vasos sanguíneos, da veia porta até o fígado sendo 
transportada pelo GLUT2 (Mayes, 1993; Tapy Lee, 2010).  
No hepatócito, a frutose é rapidamente fosforilada no carbono 1, pela enzima 
frutoquinase, ou no carbono 6, pela hexoquinase. A hexoquinase tem maior afinidade 
com a glicose, sendo então a maior parte da frutose fosforilada no carbono 1 (Hallfrisch, 
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1990). A frutose-1 fosfato, a qual se acumula rapidamente no fígado é quebrada em 
duas trioses, diidroxiacetona e gliceraldeído-fosfato, em uma reação mediada pela 
aldolase B. Essas duas trioses poderão seguir três caminhos distintos, com finalidades 
diferentes:  
1) Participar da via glicolítica fornecendo piruvato, que pode ser convertido para 
ácido láctico sob condições anaeróbicas ou entrar no ciclo do ácido cítrico como 
acetil coenzima A sob condições aeróbicas liberando energia (Hallfrisch, 1990); 
2) A diidroxicetonafosfato pode ser reduzida para glicerol-3-fosfato, necessário 
para a síntese de triacilglicerol (TAG), fosfolipídio e outros lipídios (Hallfrisch, 
1990);  
3) A diidroxicetona fosfato pode ser condensada pela aldolase até formar a 
frutose-1,6-bifosfato e formar glicose ou glicogênio. Dessa forma, dará origem 
ao piruvato, lipídios e ao glicogênio (Hallfrisch, 1990). 
Na figura 4, estão apresentadas as vias metabólicas da frutose e da glicose e a inter-
relação com o metabolismo lipídico e glicídico. Como o metabolismo da frutose não é 
afetado pelo passo regulador da glicólise, fosforilações da frutose podem levar à 
depleção de ATP e ao aumento na síntese de TAG. 
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Figura 4: Metabolismo hepático da frutose. Fonte: Adaptado de Rutledge et al, 2007 e Tappy & Le, 
2010.  
 
1.2.3 Frutose na Disfunção Endotelial e Hipertensão 
 
A disfunção endotelial pode ocorrer quando as respostas normais do endotélio são 
afetadas, por exemplo, pela hiperglicemia, resistência à insulina, estresse oxidativo, 
produtos finais de glicosilação avançada, ácidos graxos livres (AGL), citocinas 
inflamatórias ou adipocinas. A biodisponibilidade de NO reduzida nos vasos sanguíneos 
é uma característica comum da disfunção endotelial e pode resultar de uma produção 
reduzida de NO e/ou por aumento da sua inativação por EROs. Além disso, a 
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diminuição da fosforilação da eNOS parece ser um ponto comum para as diversas 
causas de disfunção endotelial (Melo et al., 2004; Vanhoutte et al., 2017). 
Em ratos, a frutose também pode induzir aumento do ácido úrico o que pode contribuir 
com vários aspectos da SM, incluindo hipertrigliceridemia, hiperglicemia e hipertensão 
(Nakagawa  et al., 2006; Sánchez-Lozada et al., 2007). Um dos mecanismos propostos é 
que a indução de resistência à insulina por ingestão excessiva de frutose ocorre por meio 
da inibição da eNOS pelo ácido úrico diminuindo assim os níveis plasmáticos de NO 
(Miller & Adeli, 2008). Em situações normais a insulina aumenta a biodisponibilidade 
endotelial de NO, promovendo a dilatação dos vasos sanguíneos e permitindo assim que 
a glicose chegue ao músculo com facilidade. Assim, quando há diminuição de NO, a 
captação de glicose diminui e mais insulina é segregada para compensar, ocorrendo 
hiperinsulinemia e RI (Heinig & Johnson, 2006; Nakagawa et al., 2005). O ácido úrico 
também pode induzir RI por seus efeitos diretos no adipócito como aumento do estresse 
oxidativo, resposta pró-inflamatória e a diminuição de adiponectina (Johnson et al., 
2009). Portanto, disfunção endotelial induzida por ácido úrico com diminuição da 
produção de NO pode participar no desenvolvimento da RI em ratos alimentados com 
frutose, e a diminuição das concentrações de ácido úrico melhora função do endotélio 
(Butler et al., 2000; Doehner et al., 2002; Farquharson et al., 2002). Assim, tanto a 
frutose como o ácido úrico tem importante participação no desenvolvimento do fenótipo 
de SM.   
Além disso, o aumento da adiposidade visceral, que também é observado em dietas com 
alta ingestão de frutose, pode causar disfunção endotelial por meio dos efeitos da 
resistina, IL-6 e TNF-α na diminuição da fosforilação da eNOS. Por sua vez o TNF-α 
pode aumentar a produção do ânion superóxido (O2
-
) que pode reagir com o NO para 
formar peroxinitrito (ONOO
-
), diminuindo assim a sua disponibilidade de NO nos vasos 
sanguíneos. Por outro lado, a adiponectina, que estimula a fosforilação da eNOS, está 
diminuída na SM. A frutose também pode elevar os níveis de AGL, que por sua vez 
contribuem para a disfunção endotelial por meio da diminuição da sinalização da via 
PI3K-Akt e aumento da produção de EROs e  ET-1 (Huang, 2009).  
Semelhantemente a resistência à insulina e a hiperlipidemia, muitos estudos mostram 
que uma dieta rica em frutose pode induzir hipertensão. Há diversos estudos 
relacionando em ratos o consumo excessivo de frutose e a hipertensão (Hwang  et al  
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1987; Vasdev et al., 2002; 2007; Kim et al., 2010). Entretanto, há também outros relatos 
onde não foram observados aumento de pressão arterial nesse modelo (Bezerra  et al., 
2001; D’Angelo  et al., 2005). Esse conflito vem sendo atribuído a componentes da 
dieta (Santuré et al., 2002; Nishimoto et al., 2002; Shapiro et al., 2008), diferentes 
linhagens e idade dos animais (Kotchen et al., 1997) , diferentes técnicas usadas para 
medir a pressão arterial (Brands et al., 1994; D’Angelo et al., 2005) bem como o tempo 
de exposição à frutose. 
Apesar das incertezas quanto aos mecanismos pelo qual o consumo de frutose pode 
produzir elevação da pressão arterial foram propostas por Abdulla et al.  (2011) diversas 
possibilidades (Figura 5), incluindo atenuação do baroreflexo e aumento da atividade do 
sistema nervoso simpático  (DeAngelis, 2012), elevação de catecolaminas circulantes 
(Tran et al., 2009), elevação da atividade do sistema renina-angiotensina (Kobayashi et 
al., 1993), reabsorção de sódio aumentada (Baum, 1987), produção aumentada de ácido 
úrico (Nakagawa  et al., 2006) e disfunção endotelial (Takagawa  et al., 2002). Há 
evidência de que hiperinsulinemia, isoladamente, pode causar hipertensão, uma vez que 
administração de insulina pode elevar pressão sanguínea de ratos (Brands et al., 1991; 
1992). 
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Figura 5: Mecanismo proposto da relação entre o consumo excessivo de frutose, disfunção endotelial e 
hipertensão. Sistema Nervoso Simpático (SNS); Sistema Renina Angiotensina (SRA). Fonte: adaptado de 
Abdulla et al.(2011). 
Estudos mostram que a carga de açúcar contida em bebidas adoçadas pode levar à 
hiperglicemia, resistência à insulina, mudanças no perfil lipídico e aumento de pressão 
arterial que por sua vez podem desencadear respostas inflamatórias e a produção de 
radicais livres que afetam as funções vasculares (Malik, et al., 2013). No entanto, os 
mecanismos envolvidos nos efeitos cardiovasculares de uma dieta rica em frutose ainda 
não foram totalmente esclarecidos (Bouchard-Thomassim et al., 2011). Assim, o 
presente estudo tem como objetivo investigar potenciais vias e mediadores da relação 
entre o consumo excessivo de frutose e as alterações vasculares. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar os efeitos da alta ingestão de frutose por seis semanas sobre os parâmetros 
funcionais e estruturais dos vasos mesentéricos de ratos normotensos. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
Avaliar os efeitos da alta ingestão de frutose em ratos em relação:  
 
- A parâmetros ponderais, glicemia de jejum, teste de tolerância a glicose e insulina; 
- A resposta vascular de contração à noradrenalina (NOR) e de relaxamento à 
acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sódio (NPS) no leito vascular mesentérico; 
- A participação da via do óxido nítrico, dos prostanóides derivados da ciclooxigenase e 
do endotélio nas respostas à NOR e ACh; 
- A produção de ânions superóxido em artérias mesentéricas; 
- A expressão de proteínas: eNOS, iNOS, Nox-2 e COX-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
36 
 
 
 
3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS  
 
Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), com 6 semanas de idade e 
peso corporal  variando entre 160-180 gramas. Esses animais foram fornecidos pelo 
Biotério de Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do 
Espírito Santo. Os experimentos foram aprovados pelo CEUA 045/2014  e  conduzidos 
de acordo com e o "Guia para o cuidado e uso de animais de laboratório - 2011". Os 
animais foram mantidos em ambiente com iluminação artificial (ciclo claro-escuro de 
12h) e temperatura de 25 ºC de acordo com o recomendado para biotérios de pesquisa. 
As gaiolas permitiram o livre acesso dos animais à ingestão de água e ração (ração 
Probiotério, Moinho Primor, S.A). 
 
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
Os animais foram separados aleatoriamente em 2 grupos experimentais:  
1) CON: grupo controle, mantidos com água potável por seis semanas.  
2) FRU: grupo frutose, mantidos por seis semanas com frutose 10% em água 
potável. 
 
3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 
Os experimentos foram realizados seguindo-se o cronograma abaixo (figura 6):  
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Figura 6: Organograma do Protocolo Experimental. PAS: pressão arterial sistólica; TTG: teste 
de tolerência à glicose; TTI: Teste de tolerância insulina. 
 
3.4 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS BIOLÓGICOS 
 
3.4.1 Evolução ponderal e coleta de amostras  
 
Os animais foram pesados no início do protocolo experimental e separados 
aleatoriamente entre os grupos CON e FRU. Ao final de cada semana do protocolo 
experimental, o peso corporal dos animais foi verificado obtendo-se os valores de pesos 
de ambos os grupos ao longo das seis semanas do protocolo. 
Ao final do estudo os animais foram anestesiados com associação ketamina/xilazina 
(100 / 10 mg.kg
-1
, i.p.) e fígado, rins, gordura epidimimal, gordura retroperitoneal, 
gordura mesentérica, músculo gastrocnêmio e ventrículos foram  isolados, lavados com 
solução fisiológica e pesados utilizando uma balança analítica de precisão. A tíbia 
também foi isolada, limpa e medida seu comprimento. 
A massa dos órgãos foi estimada dividindo o peso do órgão (g) pelo comprimento da 
tíbia (cm). Para obtenção do peso da gordura visceral, foi realizado o somatório do peso 
das gorduras epididimal, retropetironeal e mesentérica. 
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3.4.2 Glicemia em Jejum, Teste de Tolerância à Insulina e Glicose 
 
Para todos os testes, foram colhidas amostras de sangue da cauda e a glicemia medida 
pelo glicosímetro à base de tira (Accu-Chek Active, Roche, Alemanha). A glicemia de 
jejum foi avaliada na linha de base e após três e seis semanas de tratamento. Os animais 
foram submetidos ao jejum por um período de aproximadamente 12-14 horas antes da 
realização do teste. 
Para realização do teste intraperitoneal de tolerância à insulina (TTI) foi administrada 
insulina (1 UI / kg, ip) após 6 h de jejum, e as amostras de sangue foram recolhidas 
sequencialmente a intervalos de 0, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos. O teste de tolerância à 
glicose intraperitoneal (TTG) foi realizado após jejum de 12h. Injetou-se glicose (2 g / 
kg, ip) e foi realizada a aferição da glicemia basal e nos tempos 5, 10, 20, 30, 60, 90 e 
120 minutos após a administração de glicose 
 
3.4.3 Medidas de Pressão Arterial Sistólica (PAS) 
 
A pressão arterial sistólica (PAS) foi avaliada na linha de base e após três e seis 
semanas do tratamento com frutose. 
As medidas foram obtidas, nos animais acordados, por meio de método indireto não 
invasivo, pletismografia de cauda. Em um pletismógrafo, os animais foram 
acondicionados em uma câmara aquecida (38-39 ºC), com um cuff de pulso pneumático 
acoplados na região proximal da cauda. Um esfingmomanômetro foi insuflado e 
desinsuflado automaticamente e o valor da pressão arterial sistólica (PAS) foi obtido por 
meio dos sinais do transdutor acoplado a um computador. Todos os animais foram 
adaptados ao procedimento antes da obtenção de registros. Foram realizadas três 
medidas testes e após verificar se todas as condições estavam adequadas (posição, 
adaptação e relaxamento do rato; temperatura e posição do cuff) foram feitas três 
medidas para o cálculo da média aritmética da PAS de cada animal. 
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3.5 PREPARAÇÃO DE LEITOS VASCULARES MESENTÉRICOS  
 
O leito vascular mesentérico (LVM) foi isolado segundo descrição de McGregor (1965). 
Após a anestesia com associação ketamina/xilazina (100/10 mg.kg
-1
, i.p.), foi realizada 
laparotomia para permitir acessar a artéria mesentérica superior. Posteriormente a 
artéria mesentérica superior foi isolada (figura 7) e cateterizada com uma cânula de 
polietileno (PE50) em sua porção mais distal, e a porção proximal foi armazenada para 
outras analises. Imediatamente, por meio de uma bomba peristáltica (Ismatec AS 
Laboratorium Stechnik, Switzerland), o leito foi perfundido num sistema ex vivo com 
fluxo de 4 mL.min
-1
 em solução fisiológica de Krebs-Henseleit modificada, gaseificada 
por borbulhamento com carbogênio ( 95% O2, 5% CO2) para manter o pH=7,4 e 
mantida a 37ºC. A solução fisiológica tinha a seguinte composição (mM): NaCl 130, 
KCl 4,7, MgSO4.H2O 1,17, CaCl2,2H2O 1,6, KH2PO4 1,18, NaHCO3 14,9 e glicose 
11,1 mM. Então o leito como um todo foi cuidadosamente removido, liberado em sua 
borda dos intestinos, e colocado num banho de órgão isolado.  
 
 
 
Figura 7: Fotografia da artéria mesentérica superior e do leito mesentérico. (A) artéria mesentérica 
superior. (B) leito mesentérico, após canteterização da artéria mesentérica, sendo perfundido pela solução 
nutridora. Fonte: acervo do laboratório. 
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3.5.1 Reatividade vascular no LVM 
 
Para a avaliação da relatividade vascular a pressão de perfusão (PP) dos LVMs foi 
medida por meio de um transdutor (TSD104A - Biopac® Systems, inc.) ligado a um 
sistema de aquisição de dados (MP100 - Biopac® Systems, inc.) e utilizando o software 
AcqKnowledge 3.9.1 (Biopac Software de Aquisição e Análise de Dados). Após 30 
minutos de estabilização, foram obtidas curvas dose-resposta por injeções in bolus (0,1 
ml, 10-10> 10-2 M) de noradrenalina (NOR - Hipolabor, Belo Horizonte, MG), 
acetilcolina (ACh - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e nitroprussiato de sódio 
(NPS - Hipolabor, Belo Horizonte, MG) diretamente na corrente de perfusão. Para ACh 
e NPS, o PP basal foi previamente elevado por vasoconstrição provocada com NOR (6-
30 μM) adicionado na solução fisiológica. As respostas a NOR e ACh foram estudadas 
antes e após inibidores farmacológicos: N
ῳ
-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME: 100 
μM - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), um inibidor da NOS; Indometacina (INDO: 
10 μM- Farmácia Alquimia, Vitória, ES, Brasil), um inibidor de COX; E após remoção 
do endotélio por perfusão com 3-[(3-colamidopropil)-dimetil-amônio]-1-propano-
sulfonato (CHAPS - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 0,3%. 
 
3.5.2 Análise dos resultados de reatividade vascular 
 
Para a análise de respostas de vasoconstrição induzida por fármaco, cada dose de 
fármaco administrada sob perfusão de pressão basal (P1) conduz a uma elevação na 
perfusão de pressão (P2). A resposta de vasoconstrição foi calculada como o ΔPP 
evocado, como se segue: ΔPP = P2-P1. Para a análise de respostas de relaxamento 
induzida por fármaco, a perfusão de pressão basal (P1) foi elevada (P2) constantemente 
pela adição de NOR na SF. Em cada dose de fármaco administrada, a pressão elevada 
anterior foi reduzida (P3). O relaxamento (%) foi calculado como queda percentual no 
PP pela administração do fármaco em relação à pré-contração prévia de NOR, como se 
segue: relaxamento (%) = 100 * (P2-P3) / (P2-P1). Para cada curva dose-resposta foi 
calculada a sensibilidade (pD2), área abaixo da curva (AUC) e diferença entre as AUCs 
(dAUC) em relação  AUC da curva controle. 
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3.6 ESTUDO DA GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO EM 
ARTÉRIAS MESENTÉRICAS – DIHIDROETÍDEO (DHE) 
 
A geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi determinada utilizando-se um  
método que envolve  o  dihidroetídeo  (DHE), um precursor não fluorescente do  
brometo de etídeo, e que permite analisar a produção “in situ” de radicais livres. Na 
presença de EROs  o  hidretídeo  é oxidado  dentro da célula, produzindo os  compostos 
fluorescentes etídeo (E) e 2-hidroxi etídeo (EHO) que tem afinidade pelo DNA nuclear. 
A formação do etídeo se deve principalmente a oxidação da DHE pelo ânion 
superóxido, enquanto o EHO é formado pela oxidação da DHE por outras  EROs como 
o peróxido de hidrogênio. Os ratos foram anestesiados, a artéria mesentérica superior foi 
rapidamente dissecada e imersa em solução de Krebs (8 mM HEPES, 2mM 
CaCl2.2H2O, 130mM NaCl, 5mM KCl, 2,45mM MgCl2.6H2O, 11,1mM glicose, pH 
7,4) por um período de 2:00 hs. Após, estas foram congeladas em meio de inclusão para 
congelamento (Tissue-Tek OCT Compound, Sakura) e mantidas a -80°C até o momento 
da análise. Utilizando-se um criostato (CM 1850, Leica Microsystems, Alemanha), 
cortes transversais das artérias (8 µm) foram obtidos e colocados em lâminas 
gelatinizadas e secos em estufa a 37°C por 20 minutos. Após, as lâminas contendo os 
cortes foram lavadas e incubadas com Krebs por 30 minutos a 37°C. Decorrido o 
tempo, as lâminas tiveram o excesso de líquido removido e, em seguida, foi realizada a 
incubação DHE 2 µM (30 minutos, 37°C) em câmara úmida e protegidos da luz 
(Camporez et al., 2011). A fluorescência emitida foi visualizada em microscópio de 
fluorescência invertido (DM 2500, Leica Microsystems, Alemanha) equipado com 
câmera fotográfica, utilizando uma objetiva de fluorescência com aumento de 100X e 
400X. As imagens foram quantificadas pelo programa Image Pro Plus, sendo o 
resultado expresso como intensidade de fluorescência, normalizado pela intensidade do 
background e posteriormente convertido e apresentado como percentual do valor 
controle. Essas análises foram realizadas no Laboratório de Histologia Molecular e 
Imunohistoquímica - LHMI da UFES. 
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3.7 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS PROTEICOS POR WESTERN BLOT 
 
Para análise da expressão de eNOs, iNOS, COX2 e Nox2 a técnica utilizada foi a de a 
de western blot, sendo utilizado o sistema descrito por Laemmli (1970).  
 
3.7.1 Extração das proteínas 
 
Os LVMs de ratos anestesiados foram isolados e a árvore mesentérica foi dissecada e 
separada de seus tecidos conectivos, de forma que as os ramos de primeira, segunda, 
terceira e quarta ordem fossem representativos entre as amostras. Posteriormente as 
amostras foram armazenadas no freezer -80 ° C e mantidas até o momento da 
homogeneização, que foi em 150 µL tampão de extração [Tris-HCL pH 7,4 (10 mM), 
PMSF (1 mM), NaVO3 (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM) e coquetel 
de inibidor de protease Diluição 1: 100)]. A homogeneização foi realizada utilizando-se 
um banho ultra-sônico, sendo seguida de centrifugação a 6000 rpm, 4°C por 10 
minutos. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em alíquotas a  -80 °C. Este 
extrato total foi utilizado para realização da expressão de eNOS, iNOS, COX-2 Nox-2. 
 
3.7.2 Dosagem das proteínas 
 
A determinação do conteúdo de proteína total nos ramos mesentéricos foi realizada por 
meio do método descrito por Bradford (1976). O ensaio de Bradford foi realizado em 
placa de ELISA, consistindo num volume final de 200 µL para cada poço da placa. A 
solução padrão foi obtida a partir de diluições de albumina do soro bovino (BSA) em 
água destilada com concentração estoque final de 1mg/mL. Essa solução foi diluída 
para a obtenção da curva padrão com as seguintes concentrações de BSA: 0,10 mg/mL; 
0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,75 mg/mL; 1,0 mg/mL; além do branco (somente água 
destilada). Alíquotas dos homogenatos dos ramos mesentéricos foram utilizadas como 
amostras. Aplicou-se 5 µL das amostras de proteína em cada placa e adicionou-se 195 
µL de reagente Bradford. Após 5 minutos foi efetuada a leitura da absorbância no 
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comprimento de onda de 595 nm em espectrofotômetro. Todas as amostras foram feitas 
em duplicata. 
  
3.7.3 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE) 
 
Foram realizados testes preliminares de forma a alcançar e estabelecer as melhores 
condições de separação, qualidade da banda e diluições do anticorpo e assim obter uma 
melhor otimização das condições do western blot. Assim, foram utilizadas diferentes 
quantidades de extratos proteicos dependendo da proteína. Foi feita a eletroforese em 
gel (acrilamida/bisacrilamida 30%), com gel de separação a 10% nos extratos proteicos 
(25 µg para eNOS e Nox-2; 50 µg iNOS e COX-2). O gel de separação foi preparado 
em tampão contendo 1,5 M tris-HCl pH 8,6 e 0,1% de SDS e o gel de empacotamento a 
4% em tampão 0,5 M tris-HCl pH 6,8 e 0,1% de SDS.  As amostras foram aplicadas nos 
géis na presença de tampão de amostra (Tris-HCl, SDS, DTT e azul de bromofenol). 
Antes da aplicação no gel as amostras foram aquecidas a 100 °C durante 5 min. A 
eletroforese foi realizada utilizando-se o tampão de eletroforese (25 mM de tris-HCl pH 
8,3, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS), sendo esta realizada inicialmente em 60 volts 
por 30 minutos e posteriormente em 150 volts até a finalização da separação. 
 
3.7.4 Transferência das proteínas   
 
Após a separação das proteínas por eletroforese, foi realizada a transferência das 
proteínas eNOS, iNOS, Nox-2 e COX-2 para uma membrana de nitrocelulose  em cuba 
molhada (Biorad) na presença do tampão de transferência  constituído por 25 mM de 
tris-HCl pH 8,3, 192 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol, overnight,  0,25 A à 4°C. 
 
 
3.7.5 Incubação dos anticorpos  
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Após a transferência das bandas de proteínas, as membranas de nitrocelulose, foram 
incubadas por 4 h em uma solução de leite livre de gorduras (5%) em tampão TBS- 
tween 0,1% (20 mM de tris-HCl pH 7,4 e 150 mM de NaCl), 4 ºC sob agitação leve  
para realização do bloqueio de sítios inespecíficos. Em seguida, foi realizada a 
incubação com os seguintes anticorpos primários: anti-eNOS, anti-iNOS (1: 2000, 1: 
2000, 1: 500, BD Transduction Laboratories); Anti-gp91phox (Nox2), anti-COX-2 (1: 
200, Cayman Chemical); e  anti-GAPDH (1: 4000, Merck Millipore) overnight à  4 ºC 
sob agitação leve. 
 Após este período, as membranas foram lavadas em tampão TBS-tween 0,1%, sob 
agitação leve em temperatura ambiente e incubadas com o anticorpo secundário 
conjugado com peroxidase (1: 5000, Abcam Inc) por 1 hora, à temperatura ambiente, 
sob agitação suave, seguida de lavagem com tampão TBS-tween 0,1%, e posteriormente 
com tampão TBS. Para a detecção da ligação proteína-anticorpo foi realizada a 
incubação das membranas com ECL para geração de sinal fluorescência enzimática e 
depois foram analisadas em ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad Laboratories, Inc.). 
Os sinais de imunoblot foram quantificados utilizando o software Bio-Rad Image Lab 
5.2.1 e os níveis de expressão das proteínas foram normalizados para GAPDH. Os 
dados são de dois experimentos independentes (Géis). 
 
3.8 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 
 
Amostras típicas de artéria mesentérica superior foram fixadas na solução de Karnovisk 
(Glutaraldeído 2,5% + Parafolmaldeído 2% em Tampão Cacodilato 0,1 M a pH 7,2) por 
24 horas. Após-fixação foi realizada com ferrocianeto de potássio 1,25% e Tetróxido de 
Ósmio 1,0%  (Tampão Caco 0,1 M; pH 7,2) por uma hora a temperatura ambiente. 
Após esta etapa, o material foi desidratado em gradiente crescente de etanol (30, 50, 70, 
90, 100 %) e levadas para secagem em ponto crítico (Autosandri-815, Tousimis). 
A cobertura de ouro foi realizada em metalizador (Desk V, Denton Vaccum) e 
posteriormente as amostras foram levadas para observação em um microscópio 
eletrônico de varredura (Jeol, JEM6610 LV) operado a 20 KV com filamento de 
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tungstênio. Essas análises foram realizadas no Laboratório de Ultraestrutura Celular 
Carlos Alberto Redins - LUCCAR da UFES. 
 
3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Os resultados são expressos como a média + erro padrão da média (EPM). Para análise 
das curvas dose-resposta foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de duas vias e 
para as demais comparações foi utilizado o teste t, ambos seguidos pelo post hoc de 
Bonferroni. As análises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism (versão 7.02, 
EUA). P <0,05 foi considerado significativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
46 
 
 
 
4 RESULTADOS  
 
4.1 PRESSÃO ARTERIAL, PARÂMETROS PONDERAIS E METABÓLICOS  
 
Os animais iniciaram o protocolo experimental com peso corporal semelhante e não 
houve diferenças entre os grupos ao longo das seis semanas de tratamento, contudo, a 
frutose elevou a glicemia de jejum a partir da terceira semana (Figura 8 A).  
 
Figura 8: Pressão arterial sistólica (PAS), parâmetros ponderais e metabólicos ao longo de 6 semanas de 
tratamento nos grupos (○) CON e (●) FRU. Os dados foram expressos como média ± EPM, n= (10) por 
grupo. *p<0,05 vs. CON. 
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Por outro lado, em nosso estudo não houve alterações nos valores da pressão arterial 
(Figura 8A), peso do rim, peso do músculo gastrocnêmio e peso dos ventrículos (Tabela 
1). Além disso, a frutose induziu aumento da gordura visceral (Figura 8B) e do peso do 
fígado (Figura 8C; Tabela 1). Mostrando que apesar de não haver diferenças no peso 
corporal dos animais, a frutose foi capaz de promover acúmulo de gordura abdominal e 
não houve alterações da massa magra. 
 
Tabela 1: Peso de órgãos em gramas (g) e razão destes com o comprimento da tíbia em centímetros (cm) 
nos grupos CON, FRU  
    Grupos (n=10) 
 CONE FRU 
Comprimento da tíbia (cm) 4,24 + 0,05 4,17 + 0,06 
Ventrículos (g) 0,86 + 0,05 0,90 + 0,05 
Rim (g) 1,11 + 0,06 1,15 + 0,08 
Fígado (g) 10,95 + 0,60 15,69 + 0,95 * 
Gastrocnêmio (g)                                     1,99 + 0,09 2,01+ 0,08 
Ventrículos / tíbia (g/cm) 0,20 + 0,01 0,22 + 0,01 
Rim / tíbia (g/cm) 0,26 + 0,01 0,28 + 0,02 
Fígado/ tíbia (g/cm) 2,58 + 0,12 3,75 + 0,19 * 
Gastrocnêmio/ tíbia (g/cm) 0,47 + 0,02 0,48+ 0,02 
Dados expressos como média ± EPM, n= (10) por grupo.  * p<0,05 vs. CON. 
 
4.2 TESTE DE TOLERÂNCIA À INSULINA E GLICOSE 
 
Para avaliar a tolerância à insulina foi realizado o monitoramento dos níveis de glicose 
no sangue após a injeção de insulina exógena (1U/kg, ip).  A AUC está aumentada no 
grupo FRU mostrando uma menor capacidade deste grupo em reduzir a glicose no 
sangue mesmo após a ingestão de insulina o que demonstra que a tolerância à insulina 
foi reduzida no grupo FRU (Figura 9).  
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Figura 9: Teste de tolerância a insulina nos grupos (○) CON e (●) FRU. Curva e AUC do teste. Dados 
foram expressos como média ± EPM, n= 10 por grupo. *p<0,05 vs. CON. 
Além disso, injetou-se uma solução com alta concentração de glicose (2g/kg, ip) e foi 
realizada a aferição da glicemia basal ao longo do tempo. A figura 10 mostra o decurso 
no tempo da glicose no sangue depois da injeção da solução. A AUC está aumentada no 
grupo FRU mostrando uma menor capacidade deste grupo em reduzir a glicose no 
sangue no decorrer do tempo após a ingestão de glicose o que mostra que a tolerância à 
glicose foi reduzida no grupo FRU (Figura 10). 
Tomados em conjunto estes dados mostraram que a frutose promoveu aumento na AUC 
dos testes de tolerância à insulina e glicose (Figura 9 e 10) indicando resistência à 
insulina. 
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Figura 10: Teste de tolerância a glicose nos grupos (○) CON e (●) FRU. Curva e AUC do teste. Dados 
foram expressos como média ± EPM, n= 10 por grupo. *p<0,05 vs. CON. 
 
4.3 REATIVIDADE VASCULAR DO LEITO MESENTÉRICO 
 
4.3.1 Reatividade Vascular em resposta à NOR 
 
A resposta mediada pela NOR (Figura 11) produziu contração no LVM dependente da 
concentração da droga em todos os grupos estudados. O tratamento com frutose resultou 
no aumento da resposta de vasoconstrição induzida por NOR no LVM, conforme 
observado (Figura 11A-B) pelo desvio da curva para esquerda e no maior valor da área 
abaixo da curva (AUC), no entanto, não houve alterações na sensibilidade a droga (pD2 
- CON 3,74 ± 0,09 vs. FRU: 3,97 ± 0,14). 
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Figura 11: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstrição induzida por 
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU na ausência de inibidores. (A) Curva 
controle de NOR. (B) Área abaixo da curva (AUC) da curva controle de NOR. Dados foram expressos 
como média ± EPM, n= 15 por grupo, *p<0,05 vs. CON. 
 
A incubação com o inibidor L-NAME conduz a maior resposta de NOR em ambos os 
grupos quando comparados as curvas na ausência do inibidor (Figura 12A-B). Além 
disso, podemos observar que este aumento na contração evocado pelo bloqueio com L-
NAME apresenta uma magnitude semelhante nos grupos e as diferenças existentes entre 
os grupos na curva controle (na ausência do inibidor) permanecem existindo após o uso 
do L-NAME (Figura 12A-B). 
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Figura 12: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstrição induzida por 
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU na presença de L-NAME. (A) Curva 
de NOR na presença de L-NAME. (B) Diferença de área abaixo da curva (dAUC)  antes e depois da 
presença de L-NAME e área abaixo da curva (AUC) dos grupos após inibição com L-NAME. Dados 
foram expressos como média ± EPM, n= 5 por grupo. *p<0,05 vs. CON.  
 
 Por outro lado, a inibição da COX por incubação com INDO leva à redução das 
respostas de vasoconstrição, que foi maior no grupo FRU (Figura 13A-B). Além disso, 
podemos observar que após o bloqueio da COX as respostas entre os grupos se igualam 
sugerindo que, ao menos em parte, as diferenças antes observadas, podem estar 
relacionadas a esta via específica (Figura 13A-B). 
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Figura 13: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstrição induzida por 
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU na presença de indometacina (INDO). 
(A) Curva de NOR na presença de INDO. (B) Diferença de área abaixo da curva (dAUC)  antes e depois 
da presença de INDO e área abaixo da curva (AUC) dos grupos após inibição INDO. Dados foram 
expressos como média ± EPM, n= 5 por grupo. *p<0,05 vs. CON.  
 
Além dos bloqueios farmacológicos foi realizada a remoção do endotélio por meio de 
perfusão do LVM com CHAPS para melhor investigar a participação do endotélio nas 
repostas obtidas. A remoção do endotélio aumentou a resposta à NOR no grupo CON 
enquanto reduziu no grupo FRU, extinguindo as diferenças entre os grupos (Figura 
14A-B). 
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Figura 14: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstrição induzida por 
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU após remoção do endotélio com 
CHAPS. (A) Curva de NOR após remoção do endotélio. (B) Diferença de área abaixo da curva (dAUC)  
antes e após remoção do endotélio e área abaixo da curva (AUC) dos grupos após remoção do endotélio. 
Dados foram expressos como média ± EPM, n= 5 por grupo. *p<0,05 vs. CON.  
 
4.3.2 Reatividade vascular em resposta a ACh  
 
A resposta vascular de relaxamento induzida pela ACh produziu um relaxamento  no 
LVM  dependente da concentração da droga  em todos os grupos estudados e não foi 
alterada pelo tratamento com frutose (Figura 15A-B) assim como a sensibilidade (pD2 - 
CON 6,04 ± 0,13 vs. FRU: 6,11 ± 0,23). 
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Figura 15: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por ACh 
no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU na ausência de inibidores. (A) Curva 
controle de ACh. (B) Área abaixo da curva (AUC) da curva controle de ACh. Dados foram expressos 
como média ± EPM, n= 10 por grupo. 
 
A incubação com L-NAME reduziu acentuadamente o relaxamento induzido por ACh 
em ambos os grupos, mas com maior magnitude na FRU (Figura 16A-B) demonstrando 
a participação da via do  NO no relaxamento do LVM dos grupos estudados.  
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Figura 16: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por ACh 
no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU na presença de L-NAME. (A) Curva de 
ACh na presença de L-NAME. (B) Diferença de área abaixo da curva (dAUC) antes e depois da presença 
de L-NAME e área abaixo da curva (AUC) dos grupos após inibição com L-NAME. Dados foram 
expressos como média ± EPM, n= 5 por grupo. *p<0,05 vs. CON. 
 
Após o bloqueio com INDO não houve diferença entre os grupos (Figura 17A-B) no 
relaxamento induzido por ACh. 
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Figura 17: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por ACh 
no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU na presença de indometacina (INDO). (A) 
Curva de ACh na presença de INDO. (B) Diferença de área abaixo da curva (dAUC) antes e depois da 
presença de INDO e área abaixo da curva (AUC) dos grupos após inibição com INDO. Dados foram 
expressos como média ± EPM, n= 5 por grupo.  
 
4.3.3 Reatividade vascular em resposta ao NPS  
 
As respostas de relaxamento evocadas pelo NPS foram expressas como porcentagem de 
relaxamento à pré-contração obtida por adição de noradrenalina na solução fisiológica. 
 A resposta de relaxamento induzida por NPS não foi afetada pelo tratamento com 
frutose (Figura 18 A-B) assim como a sensibilidade (pD2 - CON 4,33 ± 0,21 vs FRU: 
4,66 ± 0,20). 
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Figura 18: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por NPS 
no leito vascular mesentérico dos grupos (○) CON e (●) FRU na ausência de inibidores. (A) Curva 
controle de NPS. (B) Área abaixo da curva (AUC) da curva controle de NPS. Dados foram expressos 
como média ± EPM, n= 10 por grupo. 
 
4.4 ANÁLISE POR WESTERN BLOT DE eNOS, iNOS, COX-2 E Nox2 
 
O tratamento com sobrecarga de frutose por seis semanas promoveu aumento da 
expressão da isoforma da NOS induzida, iNOS , ao passo que a eNOS não foi alterada, 
(Figura 19 A-B). 
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Figura 19: Análise por Western blot em ramos vasculares mesentéricos nos grupos CON e FRU. Efeitos 
do tratamento com frutose na expressão das proteínas (A) eNOS, (B) iNOS. Os dados foram expressos 
como média ± EPM, n= 8 por grupo. * p <0,05 vs. CON. 
 
Na avaliação da expressão proteica da Nox2 (gp91phox), a frutose não promoveu 
alterações, semelhantemente  a expressão de COX-2 (Figura 20 A-B) 
 
Figura 20: Análise por Western blot em ramos vasculares mesentéricos nos grupos CON e FRU. Efeitos 
do tratamento com frutose na expressão das proteínas (A) COX-2, (B) Nox2. Os dados foram expressos 
como média ± EPM, n= 8 por grupo.  
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4.5 ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) 
NA ARTÉRIA MESENTÉRICA SUPERIOR  
 
O tratamento crônico com frutose não alterou a produção de EROs na artéria 
mesentérica superior, a coloração por DHE  que evidencia a produção “in situ” de 
ânions superóxido mostrou valores semelhantes entre os grupos (Figura 21). 
 
 
Figura 21. Coloração com DHE para avaliação da produção de EROs na artéria mesentérica superior. 
Imagens representativas em amplificação de magnitude 10x e 40x. n = 5 por grupo. Os dados foram 
expressos como média ± EPM. 
 
4.6 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) DA ARTÉRIA 
MESENTÉRICA SUPERIOR 
 
A análise qualitativa por microscopia eletrônica de varredura (MEV) da ultraestrutura 
dos vasos não apresenta alterações importantes, no entanto, a observação de uma ligeira 
desordem na superfície da camada do endotélio é sugestiva de algum desarranjo da 
camada íntima com mudança da forma e disposição das células endoteliais (Figura 22) 
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Figura 22: Microscopia eletrônica de varredura da artéria mesentérica superior. Imagens da ultraestrutura 
dos vasos em três progressivos aumentos. 100x mostrou corte oblíquo, 500x mostrou aproximação na 
parede do vaso, 1000X mostrou aproximação na superfície da camada de endotélio. Imagens de quatro 
experimentos independentes de quatro amostras por grupo. 
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5 DISCUSSÃO 
 
O presente estudo explorou os efeitos da alta ingestão de frutose durante 6 semanas, 
para mimetizar os estágios iniciais da síndrome metabólica, sobre a reatividade vascular 
de vasos mesentéricos.Os resultados evidenciam pela primeira vez no leito vascular 
mesentérico a influência do tratamento crônico com frutose por 6 semanas sobre o 
aumento da vasoconstrição induzida por NOR, que foi abolida tanto pela inibição 
farmacológica da COX por indometacina, bem como pela remoção do endotélio. O 
relaxamento induzido por ACh foi preservado, mas o bloqueio com L-NAME mostrou 
que houve um aumento no relaxamento mediado por NO, o qual estava associado a 
níveis aumentados de iNOS. Além disso, observamos uma ligeira desordem na 
superfície da camada do endotélio que é sugestiva de alguma perturbação subendotelial.  
A ingestão crônica de frutose é conhecida por promover distúrbio cardiovascular e 
metabólico progressivo, levando à resistência à insulina e MS (Abdulla et al., 2011). No 
entanto, o curso do tempo preciso desses efeitos ainda não é totalmente esclarecido e 
parece ser dependente do tempo e da quantidade de ingestão de frutose. Em nosso 
estudo, a ingestão de frutose 10% na água de beber não aumentou a pressão arterial após 
6 semanas de acompanhamento. Dados semelhantes foram relatados por alguns autores 
(Bezerra et al., 2001, D'angelo et al., 2005, Lirio et al.; 2016;), enquanto outros 
relataram um ligeiro aumento nos níveis de pressão arterial (Guo eta al., 2012, Klein et 
al., 2015). Esta divergência sobre a alta ingestão de frutose e seus efeitos na pressão 
arterial pode ser devido ao curto período de exposição à frutose. Na realidade, 6 
semanas de alta ingestão de frutose em ratos parece ser o ponto em que a pressão 
arterial começa a aumentar. 
Detectamos aumento da massa hepática e acúmulo de gordura visceral nos animais 
submetidos à dieta com alto teor de frutose, mesmo sem alterações na massa corporal 
durante o período de acompanhamento. Estes efeitos foram recentemente relatados pelo 
nosso grupo e também foi evidenciado aumento nos níveis de triglicerídeos (Lírio et al., 
2016). Além disso, os parâmetros glicêmicos também foram alterados, com aumento da 
glicemia de jejum a partir da terceira semana de tratamento e o estabelecimento da 
resistência à insulina que foi confirmado pelo teste de tolerância à glicose e 
sensibilidade à insulina prejudicada. Estes efeitos metabólicos são amplamente relatados 
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em outros estudos (Rizkalla et al., 2010; Tappy e Le, 2010; Lirio et al., 2016) e são 
consistentes com o metabolismo hepático da frutose que pode aumentar a lipogênese 
hepática e aumentar os níveis de triglicerídeos, dislipidemia, resistência à insulina e 
síndrome metabólica (Bray, 2007; Stanhope, 2016). 
As alterações vasculares induzidas pela alta ingestão de frutose têm sido exploradas em 
diferentes vasos e tempos de exposição. Estudando anéis aórticos isolados de ratos após 
9 semanas de alta ingestão de frutose, Oudot et al. (2009) observaram aumento resposta 
vasoconstrictora a NOR que foi anulada pela inibição de COX com indometacina. Além 
disso, também em anéis de aorta, foi relatado que mesmo com um aumento significativo 
na resposta vasoconstrictora em ratos após 6 semanas de alta ingestão de frutose, esse 
efeito foi mais claro após 12 semanas de ingestão de frutose (El-Bassossy et al., 2014). 
Nossos resultados mostraram que 6 semanas de ingestão de frutose aumentaram a 
resposta do leito vascular mesentérico a NOR, o que foi anulado pela inibição 
farmacológica da COX e remoção do endotélio, sugerindo disfunção endotelial causada 
pela desregulação da via prostanóides. Curiosamente, Almenara et al. (2015) também 
encontram uma resposta vasoconstrictora aumentada por incubação aguda com frutose. 
Por outro lado, Navarro-Cid et al. (1995) não detectaram alterações na função vascular 
mesentérica após 4 semanas de alta ingestão de frutose em ratos. Estas divergências 
apontam para efeitos da frutose dependendo do tecido estudado e da duração do 
tratamento. Tomados em conjunto, estes dados sugerem que os efeitos vasculares 
observados após 6 semanas de consumo elevado de frutose podem representar o ponto 
de partida entre os efeitos agudos e o estabelecimento da doença vascular crônica. 
A libertação de prostanóides pela aorta e LVM após ingestão de frutose em ratos foi 
estudada por Peredo et al. (2006)  na incubação aguda de frutose e em diferentes 
períodos de tratamento crônico. Os autores relataram alterações menores após 4 
semanas, mas maior desregulação dos prostanóides após 22 semanas de ingestão de 
frutose, incluindo aumento de prostaglandinas vasoconstrictoras como PGF2α e TXA2 
(Peredo et al., 2006).  Puyó et al. (2012) também mostram que 9 semanas de frutose 
reduziram a razão de liberação de prostaciclina / tromboxano. Nossos dados mostraram 
que o aumento da resposta vasoconstrictora a NOR no LVM é parcialmente mediado 
por prostanóides derivados de COX mesmo na ausência de alterações detectáveis na 
proteína COX-2. Corroborando nossos dados, Vasudevan et al. (2010) também 
observaram que os prostanóides derivados de COX-2 podem mediar a vasoconstrição 
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aórtica após 9 semanas de alta ingestão de frutose sem alterações nos níveis de proteína 
COX-2. No entanto, outros autores relataram aumento da expressão da proteína (Jiang 
et al., 2007) e gene (Song et al., 2004) em aorta e vasos mesentéricos após 8 semanas de 
dieta com alto teor de frutose. Embora nossos resultados não tenham mostrado uma 
diferença significativa na expressão da proteína COX-2 após 6 semanas, acreditamos 
que seja necessário período de tratamento mais longo para mostrar aumento consistente. 
Também acreditamos que a disfunção vascular induzida por prostanóides 
desequilibrados pode ocorrer independentemente de alterações na expressão de COX-2.  
A ingestão elevada de frutose tem sido relacionada com prejuízos na resposta de 
relaxamento à ACh em anéis aórticos isolados. El-Bassossy et al. (2014) mostraram 
resposta reduzida à ACh em anéis de aorta após 6 semanas de ingestão de frutose em 
ratos. Além disso, este efeito foi exacerbado após 12 semanas de ingestão de frutose 
(El-Bassossy et al., 2014). No LVM, contudo, não detectamos alterações no 
relaxamento induzido por ACh após 6 semanas de seguimento. Mahmoud et al. (2014) 
também observaram que a incubação de anéis aórticos com frutose aguda não alterou  
resposta ACh. Além disso, semelhante ao relatado em outros vasos (Mahmoud et al., 
2012 , Kho, et al., 2014) a resposta vascular ao NPS não foi alterada no LVM. 
Almenara et al. (2015) também mostraram uma resposta prejudicada à ACh e nenhuma 
diferença significativa nas respostas ao NPS em anéis de aorta incubados agudamente 
com frutose, no entanto, Shaligram et al. (2015) observaram respostas prejudicadas à 
ACh, bradicinina e ao NPS após 8 semanas de frutose 20%. Estudos em outros modelos 
de resistência à insulina também encontraram alterações semelhantes (Viswanad et al., 
2006). Conforme observado, a frutose parece ter efeitos diferentes dependendo do 
tecido, da dose e do tempo de tratamento. 
A resposta vascular a ACh foi reduzida em ambos os grupos após a incubação com L-
NAME, mas com maior intensidade no grupo FRU. Estes dados apontam para uma 
maior participação de NO na resposta induzida por ACh e consequentemente um maior 
relaxamento mediado por NO. Embora não detectamos alterações na proteína eNOS, 
esse efeito pode estar associado à expressão aumentada de iNOS uma fonte de NO que é 
induzida em condições inflamatórias. Similar aos nossos resultados, Takagawa et al. 
(2001) encontraram uma maior contribuição de NO no relaxamento induzido por ACh 
em ratos após 40 semanas de alimentação com frutose. No entanto, Zemančíková at al. 
(2014) encontraram um comprometimento da via NO pelo tratamento com frutose. 
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Pektas et al. (2016) mostraram aumento de iNOS além de outras proteínas pró-
inflamatórias em tecido adiposo de ratos após 24 semanas de frutose. Por outro lado, 
outros estudos mostraram expressão de eNOS vascular reduzida após alta ingestão de 
em frutose (Kho et al., 2014;  Stanišić et al., 2016). Além disso, Babacanoglu et al. 
(2013) não mostraram alterações na expressão do mRNA e proteína da eNOS com uso 
de HFCS 10% por 12 semanas, mas houve redução da eNOS com uso de HFCS 20%, 
enquanto que a iNOS foi aumentada em ambas as concentrações de xarope de milho 
rico em frutose usadas no estudo (Babacanoglu et al., 2013).  
Embora diversos autores tenham relatado aumento da produção de ânions superóxido, 
bem como o aumento da expressão de NOX em artérias de ratos após alta ingestão de 
frutose (Al-Awwadi et al., 2005; Romanko et al., 2009; Akar et al., 2012), não 
detectamos diferença na produção de ânion superóxido e nem na expressão de Nox2 no 
LVM, o que nestas condições exclui uma redução da biodisponibilidade de NO mediada 
pelas EROs e está em consistência com as respostas observadas por meio do NPS. 
Nossos dados corroboram um estudo de Lozano et al. que não relataram alterações 
significativas na coloração por DHE de vasos mesentéricos após 8 meses de alta 
ingestão de frutose (Lozano et al., 2016). 
Alguns estudos mostraram aumento e/ou redução da produção de prostaglandinas 
vasodilatadoras pela frutose. Richey et al. (1997) testaram os efeitos da frutose aguda e 
crônica no LVM e encontraram diminuição do relaxamento à ACh, que foi associado a 
via prostanóides usando o inibidor indometacina.  Entretanto, nossos resultados não 
indicaram diferenças entre os grupos no relaxamento à ACh após o bloqueio 
farmacológico da COX. Além disso, Peredo et al. (2006, 2013) avaliaram os 
prostanóides na aorta e no LVM após incubação de frutose e tratamento crônico de ratos 
em diferentes tempos e encontraram resultados variáveis com pequenas alterações após 
4 semanas de frutose e maior desregulação após 22 semanas e na incubação aguda, 
incluindo diminuição das prostaglandinas vasodilatadoras como PGI2 e PGE2 sendo um 
dos efeitos negativos da alta ingestão de frutose que poderá contribuir para o 
desenvolvimento da SM. 
Além das alterações funcionais observadas no LVM, foi realizada uma análise 
qualitativa por microscopia eletrônica de varredura da ultraestrutura dos vasos, para 
avaliar um possível dano endotelial devido à alta ingestão de frutose. As imagens 
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mostram uma ligeira desordem na superfície da camada do endotélio que é sugestiva de 
algum desarranjo da camada íntima com mudança da forma e disposição das células 
endoteliais. As alterações dos componentes da matriz extracelular e a migração celular 
levam a alterações estruturais na parede do vaso. El-Bassossy et al. (2014) mostraram 
aumento do colágeno na aorta de ratos após 12 semanas de alta ingestão de frutose.  
Além disso, Cannizzo et al. (2012) não mostraram diferenças na camada média da aorta 
e artérias mesentéricas de camundongos do tipo selvagem. Por outro lado, Puyó et al. 
(2004) encontraram aumento na espessura e área da camada média sem alterações no 
diâmetro do lúmen. Assim, é possível observar que alterações estruturais podem estar se 
iniciando no período de tratamento do nosso estudo. 
Sumariando nossos resultados, 6 semanas de alta ingestão de frutose leva ao estado de 
distúrbio metabólico associado à resistência à insulina e aumento de gordura visceral, 
sem hipertensão, semelhante aos estágios iniciais da SM. A frutose promoveu disfunção 
vascular leve no LVM com vasoconstrição aumentada associada ao desequilíbrio dos 
prostanoides derivados do endotélio sem indução significativa de COX-2. O 
relaxamento induzido por ACh foi preservado, entretanto foi observado um pequeno, 
mas significativo aumento no relaxamento mediado por NO associado a sobrexpressão 
de iNOS. Não houve alterações detectáveis na expressão das proteínas  eNOS, Nox2 e 
COX-2, apesar da tendência de redução de eNOS e aumento de COX-2 no grupo FRU. 
Também não foram mostradas alterações na produção dos ânions superóxido nos vasos 
mesentéricos.  
Além disso, imagens ultraestruturais mostram um desarranjo da camada intima com 
mudança da forma e disposição das células endoteliais mostrando que as alterações 
estruturais podem estar se iniciando no período de tratamento do estudo. Parece haver 
um discreto espessamento da camada média, que será analisado em estudos futuros por 
meio da medida da espessura das camadas para que seja confirmado este resultado.  
Acreditamos que alterações mais consistentes possam ser observadas em períodos de 
tratamento mais longo, o que pretendemos analisar em projetos futuros, assim como 
outras análises estruturais referentes à medida da espessura das camadas vasculares e a 
quantificação de colágeno que irão complementar nossos estudos. 
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6 CONCLUSÕES 
 
Nosso estudo fornece uma contribuição importante para melhor compreender os 
distúrbios metabólicos que ocorrem nos estágios iniciais da síndrome metabólica, uma 
vez que, mesmo com período de tratamento relativamente curto, foi possível observar 
alterações compatíveis com as fases iniciais da doença. Nosso estudo mostrou efeitos 
cardiovasculares prejudiciais iniciais após alta ingestão de frutose. Foi mostrado que a 
alta ingestão de frutose promoveu disfunção vascular leve no leito vascular mesentérico 
com vasoconstrição aumentada associada ao desequilíbrio na via dos prostanoides 
endoteliais. Acreditamos que o aumento no relaxamento mediado por NO associado à 
sobrexpressão de iNOS possa ser devido ao processo inflamatório que pode estar 
relacionado a formação de complexos glicados que induzem a disfunção endotelial. 
Nossos estudos colaboraram para melhor esclarecer o tempo decorrido dos eventos 
relacionados à doença cardiometabólica nas diferentes etapas do seu desenvolvimento. 
No entanto, observamos que são necessários mais estudos, utilizando uma metodologia 
correspondente para evitar divergências de resultados, avaliando diferentes períodos de 
tratamento, a fim de esclarecer completamente esta cascata de eventos. Finalmente, 
nossos dados estendem perspectivas futuras para entender a progressão da doença e os 
mecanismos envolvidos e assim possibilitar o desenvolvimento de melhores abordagens 
clínicas e novas propostas de tratamento nos estágios iniciais da doença. 
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